顎関節症におけるアンジオポエチン様因子2（ANGPTL2)が有する炎症促進メカニズムの解明 by Takano, Mami
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࢔ࣥࢪ࣏࢚࢜ࢳࣥᵝᅉᏊ(Angiopoietin-like protein : ANGPTL )ࡣࠊ⬡㉁௦ㅰࠊ⾑⟶᪂⏕࠾
ࡼࡧ⅖⑕Ⓨ⌧࠾ࡼࡧቑᝏࢆྵࡴከᵝ࡞ᶵ⬟ࢆ᭷ࡍࡿࡇ࡜ࡀ᫂ࡽ࠿࡜࡞ࡗ࡚࠸ࡿࠋ㸵ࡘࡢ
ANGPTL ࣇ࢓࣑࣮ࣜࡢ࠺ࡕࠊANGPTL2 ࡣᚰ⮚ࠊ⭈⮚ࠊ⫵ࠊ㦵᱁➽࠾ࡼࡧ⬡⫫࡞࡝ᵝࠎ࡞
⤌⧊࠾ࡼࡧ⣽⬊࡛Ⓨ⌧ࡋ࡚࠾ࡾࠊ≉࡟⅖⑕ᛶ⑌ᝈ࡟࠾࠸࡚ࡑࡢⓎ⌧ࡀୖ᪼ࡍࡿࡇ࡜࡟ࡼ
ࡾࠊ៏ᛶ⅖⑕࣓ࢹ࢕࢚࣮ࢱ࣮࡜⪃࠼ࡽࢀ࡚࠸ࡿࠋANGPTL2ࡣప㓟⣲≧ែࠊ௦ㅰ␗ᖖ࠾ࡼࡧ
ᑠ⬊యࢫࢺࣞࢫ࡟ࡼࡾⓎ⌧ࡀㄏᑟࡉࢀࠊࡉࡽ࡟ ANGPTL2 ࡢⓎ⌧࡟ࡣ Calcineurin 
( CaN )/NFATcࢩࢢࢼࣝࡀ㛵୚ࡍࡿࡇ࡜ࡀሗ࿌ࡉࢀ࡚࠸ࡿࠋ࣓࢝ࢽ࢝ࣝࢫࢺࣞࢫ௜୚᫬࡟ࡶ
ྠࢩࢢࢼࣝࡀάᛶ໬ࡍࡿࡇ࡜ࡀሗ࿌ࡉࢀ࡚࠸ࡿࠋࡋ࠿ࡋࠊ㌾㦵ࡢ⅖⑕࡟࠾ࡅࡿ ANGPTL2
ࡢᶵ⬟࠾ࡼࡧࠊ㌾㦵࡟࠾ࡅࡿ㐣ᗘ࡞࣓࢝ࢽ࢝ࣝࢫࢺࣞࢫ௜୚᫬ࡢ CaN/NFATcࢩࢢࢼࣝࡢᶵ
⬟࡟ࡘ࠸࡚ࡣ୙᫂࡞Ⅼࡀከ࠸ࠋࡑࡇ࡛ᮏ◊✲࡛ࡣࠊ㌾㦵⣽⬊࡟࠾ࡅࡿ ANGPTL2 ࡢ⅖⑕࣓
࢝ࢽࢬ࣒࡟ࡘ࠸᳨࡚ドࡍࡿ࡜࡜ࡶ࡟ࠊ㐣ᗘ࡞ఙᙇ่⃭㈇Ⲵ᫬ࡢ CaN/NFATcࢩࢢࢼࣝࡢᶵ⬟
࠾ࡼࡧ CaN㜼ᐖ๣ࡢຠᯝࢆゎ᫂ࡍࡿࡇ࡜ࢆ┠ⓗ࡜ࡋࡓࠋ
1. ࣐࢘ࢫ⬇ᛶ⭘⒆⣽⬊⏤᮶⣽⬊ᰴ ATDC5 ࡟࠾ࡅࡿ㌾㦵ศ໬࣐࣮࣮࢝ࠊANGPTL2 ࠾ࡼࡧ
ANGPTL2 ࡢཷᐜయࡢ 1 ࡘ࡜⪃࠼ࡽࢀ࡚࠸ࡿ Integrin Į5ȕ1ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࢆ☜ㄆࡍࡿࡓࡵࠊ㌾
㦵ศ໬ㄏᑟ㛤ጞ 0ࠊ7ࠊ10ࠊ14ࠊ17ࠊ20ࠊ24ࠊ27 ᪥ᚋ࡟ mRNA ࢆᢳฟࡋࠊࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ᐃ
㔞 PCRゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋࡲࡓࠊATDC5 ࡟࠾ࡅࡿ ANGPTL2࠾ࡼࡧ Integrin Į5ȕ1ࡢࢱࣥࣃࢡᒁ
ᅾࢆ☜ㄆࡍࡿࡓࡵࠊ⺯ගච␿ᰁⰍࢆ⾜ࡗࡓࠋ
2. ANGPTL2 ࡟ࡼࡿ⅖⑕ច㉳࣓࢝ࢽࢬ࣒ࢆ᳨ウࡍࡿࡓࡵࠊࣜࢥࣥࣅࢼࣥࢺ ANGPTL2 ῧຍ
3 ᫬㛫ᚋ࡟ mRNA ࢆᢳฟࡋࠊANGPTL2ࠊIL-ȕࠊTNF-ĮࠊCOX-2ࠊADAMTS-5ࠊMMP-3ࠊ
MMP-13ࠊIntegrin Į5ࠊIntegrin ȕ1ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ᐃ㔞 PCR ゎᯒࢆ⾜ࡗ
ࡓࠋࡲࡓࠊࣜࢥࣥࣅࢼࣥࢺ ANGPTL2 ῧຍᚋ 0ࠊ5ࠊ10ࠊ20ࠊ60ࠊ120 ศᚋࡢ MAPKsࠊ
AktࠊNF-ț%ࡢࣜࣥ㓟໬ࢱࣥࣃࢡ㉁࡟ࡘ࠸࡚ western blotゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋ
3. ANGPTL2 ࡜ Integrin Į5ȕ1࡜ࡢ㛵ಀࢆゎ᫂ࡍࡿࡓࡵࠊIntegrin Į5ȕ1୰࿴ᢠయࢆῧຍ 12 ᫬
㛫ᚋ࡟ࠊ2.࡜ྠᵝ࡟ ANGPTL2 ῧຍࢆ⾜࠸ࠊ3 ᫬㛫ᚋ࡟ mRNA ࢆᢳฟࡋࠊANGPTL2ࠊIL-
ȕࠊTNF-ĮࠊCOX-2ࠊADAMTS-5ࠊMMP-3ࠊMMP-13 ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒
ᐃ㔞 PCR ゎᯒࢆ⾜࠸ࠊIntegrin Į5ȕ1 ୰࿴ᢠయῧຍ⩌࣭㠀ῧຍ⩌࡟ࡘ࠸࡚ྛ㑇ఏᏊⓎ⌧㔞ࢆ
ẚ㍑ࡋࡓࠋࡲࡓࠊIntegrin Į5ȕ1୰࿴ᢠయࢆῧຍ 12᫬㛫ᚋ࡟ࠊ2.࡜ྠᵝ࡟ ANGPTL2ῧຍࢆ⾜
࠸ࠊ0ࠊ10ࠊ20 ศᚋࡢ MAPKsࠊAktࠊNF-ț% ࡢࣜࣥ㓟໬ࢱࣥࣃࢡ㉁ࢆ Integrin Į5ȕ1୰࿴ᢠయ
ῧຍ⩌࣭㠀ῧຍ⩌࡟ࡘ࠸࡚ western blotゎᯒ࡟ࡼࡾẚ㍑ࡋࡓࠋ
4. ATDC5ࢆ㌾㦵ศ໬ㄏᑟᚋࠊFlexcell Strain Unit®ࢆ⏝࠸࡚ 10%ࡢ⣽⬊ఙᒎࠊẖศ 30ࢧ࢖
ࢡࣝ(1⛊ఙᙇ/1⛊ᘱ⦆)ࡢ㐣ᗘ࡞࿘ᮇⓗఙᙇ่⃭ (CTS) ࢆ㈇ⲴࡋࡓࠋANGPTL2ࡢ㑇ఏᏊⓎ
⌧࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ PCR ゎᯒࠊ࠾ࡼࡧ ANGPTL2ࠊCOX-2ࠊMMP-13 ࡢࢱࣥࣃࢡ㉁࡟
ࡘ࠸࡚ western blotゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋ
5. ATDC5 ࡟࠾ࡅࡿ NFATc family ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࢆㄪ࡭ࡿࡓࡵࠊ㌾㦵ศ໬ 14 ᪥ᚋࡢࣜ࢔ࣝ
ࢱ࢖࣒ PCRゎᯒࢆ⾜࠸ࠊ4.࡜ྠᵝ࡟ 10%ࡢ CTS㈇Ⲵᚋ 6ࠊ12᫬㛫ᚋࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧㔞ࡢኚ໬
࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ PCRゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋ
6. CTS㈇Ⲵ᫬ࡢ⅖⑕཯ᛂ࡟ᑐࡍࡿ FK506ࡢᙳ㡪࡟ࡘ࠸᳨࡚ウࡍࡿࡓࡵࠊATDC5ࢆ㌾㦵ศ
໬㛤ጞ 14᪥ᚋ࡟ FK506 ( Sigma-Aldrich Japan; 50 mM ) ࢆῧຍࡋࠊ12᫬㛫ᚋࡼࡾ CTSࢆ 6
᫬㛫௜୚ࡋࡓࠋCTS 㠀㈇Ⲵ⩌࠾ࡼࡧ FK506 ῧຍ࣭㠀ῧຍ⩌࡟ࡘ࠸࡚ࣜ࢔ࣝࢱ࢖࣒ PCR ゎ
ᯒ࡟࡚ẚ㍑ࡋࡓࠋ
 ࡇࢀࡽࡢᐇ㦂⤖ᯝࡼࡾࠊ௨ୗࡢࡇ࡜ࡀ᫂ࡽ࠿࡜࡞ࡗࡓࠋ
1. Type II collagenࡣศ໬㛤ጞ 14᪥ᚋ࡟ࠊAggrecanࡣ 17᪥ᚋ࡟ࠊType X collagenࡣ 20᪥
ᚋ࡟ࠊANGPTL2ࡣศ໬ 14᪥ᚋ࡟㑇ఏᏊⓎ⌧㔞ࡀᴟ኱࡜࡞ࡾࠊࡑࡢᚋῶᑡࡋࡓࠋ,QWHJULQ Į5
㑇ఏᏊࡢⓎ⌧ࡣศ໬ᮇ㛫ࢆ㏻ࡌ࡚࡯ࡰ୍ᐃ࡛࠶ࡗࡓࡀࠊ,QWHJULQ ȕ1 㑇ఏᏊࡢⓎ⌧ࡣศ໬ 20
᪥௨㝆ῶᑡഴྥ࡟࠶ࡗࡓࠋࡲࡓࠊANGPTL2ࡣ ATDC5ࡢ⣽⬊㉁࡟ࠊ,QWHJULQĮ5ȕ1ࡣ⣽⬊⾲㠃
࡟࠾࠸࡚ᙉࡃⓎ⌧ࡋ࡚࠸ࡿࡇ࡜ࡀࢃ࠿ࡗࡓࠋ
2. ANGPTL2 ῧຍ࡟ࡼࡾࠊANGPTL2ࠊ⅖⑕㛵㐃ᅉᏊ࠾ࡼࡧ Integrin Į5ȕ1ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࡣ᭷
ព࡟ஹ㐍ࡋࡓࠋࡲࡓࠊANGPTL2 ࡢῧຍ 10 ศᚋࡼࡾ MAPK ࠾ࡼࡧ Akt ࡢࣜࣥ㓟໬ࡀஹ㐍
ࡋࠊ20ศ௨㝆 NF-ț%ࡢࣜࣥ㓟໬ࡀஹ㐍ࡋࡓࠋ
3. Integrin Į5ȕ1୰࿴ᢠయࡣࠊANGPTL2 ῧຍ࡟ࡼࡿ IL-ȕࠊTNF-ĮࠊCOX-2ࠊADAMTS-5ࠊ
MMP-3 ࠾ࡼࡧ MMP-13 ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࡢୖ᪼ࢆᢚไࡋࡓࠋࡲࡓࠊIntegrin Į5ȕ1୰࿴ᢠయῧຍ
࡟ࡼࡾࠊANGPTL2 ῧຍ࡟ࡼࡗ࡚ஹ㐍ࡋࡓ ERKࠊJNKࠊAkt ࡢࣜࣥ㓟໬ࡣᢚไࡉࢀࠊNF-
ț%ࠊp38ࡢࣜࣥ㓟໬ࡣࢃࡎ࠿࡟ᢚไࡉࢀࡓࠋ
4. CTS ㈇Ⲵ 1 ᫬㛫࡛ ANGPTL2 㑇ఏᏊⓎ⌧ࡢ᭷ព࡞ஹ㐍ࡀㄆࡵࡽࢀࠊ12 ᫬㛫ᚋࡲ࡛ᣢ⥆
ࡋࡓࠋࡲࡓࠊCTS㈇Ⲵ 24 ᫬㛫ᚋ࡟ ANGPTL2 ࠾ࡼࡧ⅖⑕㛵㐃ᅉᏊࡢࢱࣥࣃࢡⓎ⌧ࡢஹ㐍ࡀ
ㄆࡵࡽࢀࡓࠋ
5. ATDC5 ࡟࠾࠸࡚ࠊNFATc1ࠊNFATc2 ࠾ࡼࡧ NFATc4 ࡜ẚ㍑ࡋ࡚ࠊNFATc3 ࡛᭷ព࡟㧗
࠸㑇ఏᏊⓎ⌧ࢆㄆࡵࡓࠋ୍᪉ࠊNFATc1ࠊNFATc3ࠊNFATc4 ࡟࠾࠸࡚ CTS ่⃭࡟ࡼࡗ࡚㑇
ఏᏊⓎ⌧ࡣ᭷ព࡟ஹ㐍ࡋࡓࡀࠊNFATc2ࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࡢኚ໬ࡣㄆࡵࡽࢀ࡞࠿ࡗࡓࠋ
6. CTS ่⃭ཷᐜ࡟ࡼࡿ ANGPTL2 ࠾ࡼࡧ⅖⑕㛵㐃ᅉᏊࡢ㑇ఏᏊⓎ⌧ࡢஹ㐍ࡣࠊFK506 ࡢῧ
ຍ࡟ࡼࡾ᭷ព࡟ᢚไࡉࢀࡓࠋ
 ௨ୖࡢᐇ㦂⤖ᯝ࠿ࡽࠊANGPTL2 ࡣࠊATDC5 ⣽⬊࡟࠾࠸࡚ࠊ,QWHJULQ Į5ȕ1࡬ࡢ⤖ྜࢆ௓ࡋ
࡚⅖⑕ࢆಁ㐍ࡍࡿࡇ࡜ࡀ♧၀ࡉࢀࡓࠋࡲࡓࠊ㌾㦵⣽⬊࡟㐣ᗘ࡞ CTS ࢆ㈇Ⲵࡍࡿ࡜
CaN/NFATc ࢩࢢࢼࣝࡀάᛶ໬ࡉࢀࡿࡇ࡜ࡀࢃ࠿ࡗࡓࠋࡉࡽ࡟ࠊCaN 㜼ᐖ๣࡛࠶ࡿ FK506
࡟ࡣ㌾㦵⣽⬊ࡢ CST ㈇Ⲵ᫬ࡢ⅖⑕཯ᛂࢆᢚไࡍࡿຠᯝࡢ࠶ࡿࡇ࡜ࡀࢃ࠿ࡾࠊFK506 ࡀኚᙧ
ᛶ㛵⠇⑕࡟ᑐࡍࡿ᪂ࡓ࡞἞⒪⸆࡜࡞ࡾᚓࡿྍ⬟ᛶࡀ♧၀ࡉࢀࡓࠋ
ࡼࡗ࡚ࠊᑂᰝጤဨ఍඲ဨࡣࠊᮏㄽᩥࡀⴭ⪅࡟༤ኈ(ṑᏛ)ࡢᏛ఩ࢆᤵ୚ࡍࡿ࡟༑ศ࡞౯್࠶
ࡿࡶࡢ࡜ㄆࡵࡓࠋ
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 ୖグ 3ྡࡢᑂᰝጤဨ఍ጤဨ඲ဨࡀฟᖍࡢ࠺࠼ࠊᖹᡂ 30ᖺ 11᭶ 21᪥ࡢ➨ 4ᅇᗈᓥ኱Ꮫ◊
✲⛉Ⓨ⾲఍㸦ṑᏛ㸧ཬࡧᖹᡂ 31ᖺ 2᭶ 1᪥ᮏጤဨ఍࡟࠾࠸࡚᭱⤊ヨ㦂ࢆ⾜࠸ࠊ୺࡜ࡋ࡚ḟ
ࡢヨၥࢆ⾜ࡗࡓࠋ
㸯㸧⥴ゝ࡛㏙࡭࡚࠸ࡿ◊✲┠ⓗ࡜⥲ᣓࡢグ㏙ࡢᩚྜᛶ࡟ࡘ࠸࡚
㸰㸧◊✲ࡢ᪂つᛶ࡟ࡘ࠸࡚
㸱㸧⣽⬊ఙᒎ⿦⨨ࡢᨵⰋࡢవᆅ࡟ࡘ࠸࡚
㸲㸧࢖ࣥࢸࢢࣜࣥⓎ⌧࡟ᑐࡍࡿ ANGPTL2ࡢ࣮࢜ࢺࢡࣛ࢖ࣥຠᯝ࡟ࡘ࠸࡚
㸳㸧㛵⠇࣐ࣜ࢘ࢳ࡟㛵ࡍࡿ㐣ཤࡢሗ࿌࡜ࡢ┦㐪Ⅼ࡟ࡘ࠸࡚
㸴㸧ANGPTL2ࡢཷᐜయ࡛࠶ࡿ Integrin D5ȕ1ࡢ≉␗ᛶ࡟ࡘ࠸࡚
㸵㸧㌾㦵⣽⬊࡟࠾ࡅࡿ Integrin D4ȕ2ࡢⓎ⌧࡟ࡘ࠸࡚
㸶㸧㌾㦵⣽⬊ᰴࢆ⏝࠸ࡓ◊✲⤖ᯝࡢᬑ㐢ᛶ࡜≉Ṧᛶ࡟ࡘ࠸࡚
㸷㸧Integrin D5ȕ1࡜⣽⬊እ࣐ࢺࣜࢵࢡࢫ࡜ࡢ⤖ྜࡀཬࡰࡍᙳ㡪࡟ࡘ࠸࡚
 ࡇࢀࡽ࡟ᑐࡋ࡚ᴟࡵ࡚㐺ษ࡞ゎ⟅ࢆ࡞ࡋࠊᮏጤဨ఍ࡀᮏேࡢᏛ఩⏦ㄳㄽᩥࡢෆᐜཬࡧ㛵
ಀ஦㡯࡟㛵ࡍࡿᮏேࡢᏛ㆑࡟ࡘ࠸࡚ヨ㦂ࡋࡓ⤖ᯝࠊ඲ဨ୍⮴ࡋ࡚࠸ࡎࢀࡶᏛ఩ࢆᤵ୚ࡍࡿ
࡟ᚲせ࡞Ꮫ㆑ࢆ᭷ࡍࡿࡶࡢ࡜ㄆࡵࡓࠋ 





